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Uplatnenie vysledkov projektu

Regulacia katalazovej aktivity, vratane alternativnych zmien v expresii jednotlivych
izoenzymov nam pomd&zu objasnitmechanizmy tolerancie, adaptacie mikroorganizmov a tym
porozumiet ekologickym problémom biologickej rovnovahy. Udaje st pouzitelné v oblasti
ochrany a tvorby Zivotného prostredia.

Osekvenovali sme katG gény bakterialnych izolatov, ktoré koduju syntézu katalaz-
peroxidaz ziskanych zo znedistenych prostredi. Ich sekvencie sme zaregistrovali v génovej
banke (FJ460594 Comamonas terrigena CCM 2409, FJ794695 Comamonas testosteroni
CCM 1931 a FJ562209 Comamonas testosteroni K1) a nasledne aj v PeroxiBase. Poznatky
zo sekvenénych analyz katG génov, najma ich DNA sekvenénych zmien poskytuju informacie
aj o evoluénom potenciali mikroorganizmov a umoznia predpovedat, ako sa méze sledovany
typ baktérii adaptovat na buduce stresové vyzvy prostredia. Posudenie zmien na genetickej
urovni vo vztahu k miere a typu znecisteného prostredia umozni odhadnut stupen ohrozenia
genofondu mikroorganizmov. Je priradované k ekologickym indikatorom ohodnotenia stavu
prirody a prispeje k celkovému hodnoteniu kumulativnych ucinkov antropogénnych innosti
na diverzitu. V roku 1994 bol Slovenskou republikou ratifikovany ,Dohovor o biologickej
diverzite“, ktory zavazuje vytvorit podmienky pre ochranu a vyuzivanie zloziek biologickej
diverzity.

Skumanie genetickej diverzity mikroorganizmov v ich prirodzenom prostredi nesie v sebe
velky potencial pre ich vyuZitie v biotechnoldgiach. Mikrobialne izolaty schopné degradovat
tazko rozlozitelné polutanty mézu byt vyuzité pre technoldgie bioremediacie. Najma v
extrémnych prostrediach su nachadzané nové neobvyklé formy enzymov s neoCakavanymi
vlastnostami. Praktické vyuzitie maju enzymy s vhodnymi vlastnostami (pH optimum v
alkalickej oblasti, tepelna stabilita, atd'.).

Vysledky maju pokracovanie v rieSeni projektu s nazvom “Nové mikrobialne izolaty
obsahujuce gény katabolickych a detoxikacnych drah a ich vyuzitie v biotechnoldgii” s ITMS
kédom 26240220010, finanéne podporovaného EU ktorého sme prijimatelmi a rieSitelmi.
Projekt vznikol v ramci podpory vyskumu a vyvoja v Bratislavskom kraji s cielom prenosu
poznatkov a technoldgii ziskanych vyskumom do praxe (4.2).

CHARAKTERISTIKA VYSLEDKOV

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Zistili sme, ze pre prezitie mikrobialnych izolatov C. testosteroni CCM 1931, C. testosteroni
K3, C. terrigena N3H a N1C, C. terrigena CCM 2409 ako aj Pseudomonas putida,
Achromobacter xylosoxidans a Bacillus megaterium, ziskanych z prostredia zne€istenom
ropnymi latkami bola délezita zvySena produkcia katalaz a katalaz-peroxidaz. Ochrana
jednotlivych izolatov voci zvySenej koncentracii peroxidu vodika (600 mM) sa prejavila
znacnou diverzitou v expresii katalaz a peroxidaz. Predpokladame, Ze rozdielna expresia
katalaz a ich izoenzymov bol vysledok selektivneho tlaku prostredia jednotlivych biotypov.
Najvacsie rozdiely medzi jednotlivymi izolatmi v citlivosti na toxické u€inky H202 sme
pozorovali do strednej exponencialnej fazy rastu. Osekvenovali sme tri kompletné katG gény,
kédujuce katalazu-peroxidazu z kmenov Comamonas terrigena a Comamonas testosteroni
patriace do skupiny beta-proteobaktérii. Na zaklade porovnania sekvencii sme fylogenetickou
analyzou zistili evoluénu a Strukturnu diverzitu tohto enzymu. Ukazuje sa, Ze osobita
variabilita v sekvenciach génu je dblezitejSia pre aktivity u kmefiov Comamonas ako rozdiely
v ich promotorovych oblastiach. Analyzovali sme vyznam pozorovanej zvySenej diverzity C-
terminalnej domény s ohfadom na potencialnu modifikaciu katalytickych &rt N-terminalne;j
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domény, ktora by mohla byt zavazna pre tieto pddne baktérie pri ich vyrovnavani sa so
stresormi. Vedecké ciele stanovené pre dobu rieSenia projektu boli splnené.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

For survival isolates of C. testosteroni CCM 1931, C. testosteroni K3, C. terrigena N3H or
N1C, C. terrigena CCM 2409, Pseudomonas putida, Achromobacter xylosoxidans and
Bacillus megaterium selected from polluted environments, the production of catalase and
peroxidase activity was important. Protection of isolates to 600 mM H202 stress was
characterized with considerable diversity in catalase and peroxidase responses, that resulted
from hydroperoxidase’s variant of original isolates, indicating also a selective pressure of
environment. The greatest appreciable differences in sensitivity to toxic effect of H202
treatment of individual isolates was observed until the middle of exponential growth phase.
Three complete katG genes coding for bifunctional catalase-peroxidase from beta-
proteobacterium Comamonas terrigena and two related strains of Comamonas testosteroni
have been cloned and sequenced. The evolutionary and structural diversity of these enzymes
is investigated based on multiple sequence alignment and comprehensive phylogenetic
analysis. The peculiar variability in gene-coding sequences appears to be more significant for
such activity output among Comamonas strains than differences in their promoter regions.
The functional role of observed increased diversity in the C-terminal domain is discussed with
respect to potential modification of catalytic features at the N-terminal domain that could be
relevant for these soil bacteria to cope with stressors. Scientific goals specified for the period
of this project were filed.
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Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zaverecnej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.

Zodpovedny riesitel Statutarny zastupca prijemcu
Ing. Bystrik Polek, CSc. RNDr. Imrich Barak, DrSc.
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